随着分子生物学的快速发展，"精准医疗"已经成为了肿瘤诊疗新进展中最为热门的词汇之一。在肿瘤临床诊疗过程中，特别是肺癌的临床实践中，先明确肿瘤的基因组学类型，是临床治疗的第一步。诸多研究已经证实，表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, *EGFR*）突变与*ALK*融合基因表达的患者接受相应的靶向治疗的疗效显著优于含铂双药化疗^\[[@b1]-[@b3]\]^。因此，国内外的临床指南均推荐肺腺癌患者在接受治疗前必需接受基因检测^\[[@b4],\ [@b5]\]^。但是，如果接受基因检测，患者必需接受有创的组织活检，患者所受损伤较大。另一方面，靶向药物通常会在10个月左右产生耐药^\[[@b6]\]^，如何提供有效的手段监测耐药，同时提示耐药机制便成为非常重要的步骤。

基于如上原因，"液态活检"的概念应运而生，有文献^\[[@b7]\]^报道，液态活检是指运用敏感的血液学检测方法在千万背景血细胞中检测并分析潜在的肿瘤细胞。简而言之，就是通过血液检测代替肿瘤组织检测。随着各种高敏感度检测方法的问题，液态活检如果按其来源可分为循环肿瘤细胞（circulating tumor cell, CTC）、循环肿瘤DNA（circulating tumor DNA, ctDNA）、小分子RNA（mircoRNA）、长链非编码RNA（long non-coding RNA）等肿瘤。目前临床常用主要为CTC和ctDNA。

已有较多研究^\[[@b8]-[@b11]\]^探索了CTC和ctDNA在肺癌诊疗过程中的应用前景。其中，CellSearch的CTC检测在乳腺癌领域已经有被CFDA批准的检测方法。但是，由于大部分肺癌细胞迁移入血的过程中容易出现上皮间质转化的过程，从而丢失了表面上皮粘附分子的表达。而上皮粘附分子又是CellSearch系统主要的捕获靶标，因此，CellSearch在肺癌中的CTC检测结果并不尽如人意。因此，国内有多种改良技术，在肺癌领域探索了其他方法检测CTC的效率。另一方面，ctDNA检测在国内也处于临床探索的热点。因此，本文主要对于CTC与ctDNA的检测方法、临床应用的侧重点、未来的研究方向进行综述，期望能为临床合理尝试"液态活检"提供依据。

1. CTCs {#s1}
=======

1.1. CTCs的前世今生 {#s1-1}
-------------------

1869年，澳大利亚一名叫Thomas Ashworth的内科医生^\[[@b12]\]^，他通过显微镜观察到一例死于转移瘤患者，其外周血中存在与原发肿瘤相似的细胞，这样的细胞或许能反映原发肿瘤的特性，被称为CTCs。由于检测手段的限制及细胞的稀少，直到20世纪90年代，CTCs的价值才被内科医生充分认识到。1889年英国病理学家Paget提出了著名的"种子和土壤"假说（seed and soil hypothesis）^\[[@b13]\]^。该假说强调肿瘤细胞和靶组织两个导致肿瘤转移的重要因素，认为器官微环境（"土壤"）可影响特定肿瘤细胞（"种子"）的种植、侵袭、存活、生长，肿瘤转移早期常呈现特异脏器亲合性。其中，CTCs即是该假说中的"种子"，在肿瘤的发生、发展中发挥着重要的作用。此学说成功地阐释了癌症复发和转移的机理。临床研究^\[[@b14]-[@b16]\]^显示，CTCs在肺癌的辅助诊断、复发监测、疗效评估及检测肺癌分子表达谱中具有重要的临床意义。

1.2. CTCs的生物学特征 {#s1-2}
---------------------

肿瘤原发灶或者转移灶中，具有转移倾向一类肿瘤细胞，通过EMT等生物学行为，迁移入血称之为CTC，其可分为具有干细胞特征的CTC和不具有干细胞特征的CTC^\[[@b17]\]^。CTC迁移入血的生物学过程目前尚无明确定论。CTC一旦迁徙入血，其存活时间一般较短，通常不会超过24 h; 而且，就其形态而言，CTC具有高度的异质性^\[[@b18]\]^。因此，即便通过最温和的分离技术，循环还是经常可以检测出已经凋亡或者破坏的CTC。

循环中检测出CTC并不一定意味着患者已经存在远处转移。肿瘤转移是个相对复杂的过程。CTC侵袭入原发灶以外的第二器官（如骨髓等），可称之为播散的肿瘤细胞（disseminated tumor cells, DTC）^\[[@b19]\]^。一般而言，具有干细胞特征的DTC聚集成团，并且形成微转移灶，同时该转移灶可以逃避免疫系统的识别，肿瘤的远处转移才可能发生^\[[@b17],\ [@b20]\]^。在肿瘤的浸润和转移过程中，肿瘤细胞会表现出更多的间叶表型特征，失去正常情况下细胞间的相互作用，即存在上皮-间叶转换（epithelial mesenchymal transitios, EMT）过程，从而使其更容易侵入血管内皮而进入血循环^\[[@b21]\]^。在EMT过程中，肿瘤细胞下调了上皮组织特定标记物如角蛋白（cytokeratin, CK）和上皮细胞粘附分子（EpCAM）的表达，上调了间叶组织标记物如波形蛋白的表达^\[[@b22],\ [@b23]\]^。但是，EMT并不是一个"全或无"的过程，很多CTCs可以同时表达间叶组织标记物和上皮组织。这对现行的一些CTCs的检测方法有着重要的影响。例如针对上皮组织标记物的检测方法就无法检测到发生EMT的CTCs。

另外一个重要的问题是，早期肿瘤外周循环中是否可以检测到CTC，也就是说CTC迁移入血的过程是发生在肿瘤早期还是晚期？理论上讲，肿瘤大小超过2 mm左右时便可诱导血管生成进入肿瘤，提供血供，从而为肿瘤细胞迁移入血提供基础。Husemann等^\[[@b24]\]^通过研究证实，在转基因小鼠种植后约17-18周，循环中即可检出CK与HER同时阳性表达的细胞，而此时原发肿瘤体积还小于1 mm^3^。另有研究^\[[@b25],\ [@b26]\]^结果也再次印证了上述结果，其中He等将表达中等量叶酸受体（folate receptor, FR）的M109鼠肺癌细胞通过皮下注射的方式被移植到BALB/c小鼠的背部侧面。移植2周后，在小鼠耳部的血管中每分钟可以检测到大约1.4个CTC细胞。而到了移植后的第3和4周，则每分钟可分别检测7和18个CTC。随着肿瘤逐渐增大，CTC的数量呈指数级别上升。在肿瘤移植的前4周内，没有在任何组织切片中发现到存在转移性癌症的迹象。因此，理论上而言，在肿瘤发生发展的早期，循环中即可检出CTC。

基于CTC的生物学特征，有学者^\[[@b27]\]^认为，CTC可用于评估肿瘤发生发展的状态与治疗的疗效。且目前的检测方法均是用循环中单位体积血液中CTC的数量用以进一步的分析与评估整体病情。因此，CTC在肺癌领域可以发挥类似肿瘤标志物的作用，用于肺癌的辅助诊断、治疗疗效的评估、术后随访中监测复发。另一方面通过CTC的进一步分析，其亦可用于检测肺癌分子表达谱从而指导临床治疗或者探索肺癌发生发展的分子生物学行为。

1.3. CTCs的检测方法 {#s1-3}
-------------------

由于CTCs在其外周血中的数量很少，每10^5^-10^7^个有核细胞中才有一个CTCs^\[[@b28]\]^，因此对CTCs的检测技术要求更为准确、敏感。CTCs的检测方法主要分为两部分：CTC富集技术和CTC检测技术。

目前能够检测到外周血中的CTCs的很多方法利用诸如EpCAM、CK等上皮特异性标记物等，但是这些标记物在CTCs中的表达多样，并且存在EMT，因而检测结果可能偏低^\[[@b29]\]^。另外，EpCAM也不是在所有类型的上皮细胞癌中都有表达。通常情况下，血细胞不表达上皮细胞标记物，但一部分白细胞，如巨噬细胞，其CK染色和其他的一些上皮细胞特异性抗原染色却呈阳性^\[[@b30]\]^。因此，同时进行多种上皮细胞标记物阳性染色和白细胞标记物CD45的阴性染色，成为检测CTCs的常规方法。但是，最近有非常多的新型检测方法，已经显示出较为确切的临床价值。

总体而言，CTCs的检测方法很多，而理想的CTC检测方法应该是：高敏感度，易于临床应用和结果可重复（[表 1](#Table1){ref-type="table"}）。

###### 

肺癌领域CTC检测技术列表

CTC enrichment and detection technologies in lung cancer

                                        Immunomagnetic beads negative enrichment+ LT-PCR   Immunomagnetic beads positive enrichment+ Immunofluorescence   Immunomagnetic beads negative enrichment+ Immunofluorescence   ISET+ Immunofluorescence
  ------------------------------------- -------------------------------------------------- -------------------------------------------------------------- -------------------------------------------------------------- --------------------------
  Specificity (%)                       88%^\[[@b36],\ [@b52],\ [@b53]\]^                  80%^\[[@b54]\]^                                                83%^\[[@b55]-[@b57]\]^                                         Unreported
  Sensitivity (%)                       80%^\[[@b36],\ [@b52],\ [@b53]\]^                  30%^\[[@b54]\]^                                                Adenocarcinoma: 54%^\[[@b57]\]^                                50%^\[[@b103]\]^
  Automation                            Semi-automatic                                     Automatic                                                      Semi-automatic                                                 Automatic
  Blood volume                          3 mL                                               7.5 mL                                                         4 mL/7.5 mL                                                    10 mL
  Sensitivity of stage Ⅰ (%)            67%^\[[@b52]\]^                                    0%                                                             20% (2/10) ^\[[@b55]\]^                                        48%^\[[@b103]\]^
  Sensitivity of stage Ⅱ, Ⅲ and Ⅳ (%)   89%^\[[@b36],\ [@b52],\ [@b53]\]^                  25%（22/87) ^\[[@b54]\]^                                       56%-88%^\[[@b55],\ [@b56]\]^                                   50%^\[[@b103]\]^
  Visualization                         No                                                 Yes                                                            Yes                                                            Yes

### 1.3.1. CTCs富集技术 {#s1-3-1}

CTCs的富集方法主要基于CTCs的物理学特征（大小、密度、电极、可变行性）和生物学特性（细胞表面蛋白、生存能力和侵袭性）进行富集。常用的富集方法有：①密度梯度离心法：利用商品化的分离液，将样品加在惰性梯度介质中进行离心沉降或沉降平衡，根据血液中各种细胞的密度不同，离心后各种细胞成分分层，从下向上依次为：红细胞、中性粒细胞、分离液、单个核细胞（包括CTCs），最上层是血浆，为防止离心前血细胞与分离液混合而不利于分离，建立了OncoQuick方法，用一种专用的50 mL试管，在分离液与血液之间放置多孔屏障，这种方法的局限性是部分肿瘤细胞可迁移至血浆层或在离心管底部形成非特异性的聚合物而丢失CTCs^\[[@b31]\]^。②膜过滤法：2000年主要是利用肿瘤细胞与正常细胞大小不同来分离CTCs的ISET（isolation by size epithelial tumor cells）技术被Vona等^\[[@b32]\]^提出，血液通过孔径8 μm的滤膜过滤，使CTCs聚集于滤膜上，达到富集作用。离心法是在滤膜原理基础上，利用一个内置多孔屏障的专用50 mL试管进行密度梯度离心，避免了全血各个层面的交叉污染，检出率明显高于其他方法^\[[@b33]\]^。此类富集技术简单、方便，可以普遍使用。适合富集任何类型肿瘤的CTCs，富集的CTCs可以继续后续免疫学和基因检测。但由于需要血液标本量大，而且容易出现交叉污染和CTCs的丢失，限制了其进一步应用。过滤法尤其会丢失直径小于滤膜孔径的更有侵袭性的CTC。同时，处理时间过长也是其局限之一。③免疫磁珠分离法：免疫磁珠分离法将抗原抗体反应的高度特异性和免疫磁珠的富集分离作用相结合，达到特异性的生物活性物质和细胞的富集效果，并可对细胞进行形态学分析。从原理上分为阳性（正向）富集和阴性（负向）富集。阳性富集通过肿瘤相关性抗原的抗体直接从外周血中富集得到CTCs，多为基于CTC的某一特征（如表达EpCAM）的正向富集，虽然这类技术分离的CTC纯度较高，但是会造成某些不具有这些特征（如表达EpCAM）的CTC的遗失，让分析从一开始就具有偏向性。阴性富集是通过白细胞相关性抗原CD45等去除白细胞，最大程度的将最易干扰CTC检测的白细胞去除，以此逐步将血液中的血浆、红细胞和白细胞去除，最大程度的保留了稀有的CTC，实现了CTC近100%的回收和富集。上皮细胞通常表达EpCAM、CK和BerEP4，而血细胞不表达，正常血液中亦无上皮细胞，90%的实体瘤来源于上皮细胞，因此，针对EpCAM、CK和BerEP4分子的抗体能用于CTCs的分选。目前CellSearch系统就是基于EpCAM阳性富集得到CTCs，用于临床检测转移性乳腺癌、前列腺癌和结直肠癌患者外周血中的CTCs^\[[@b34]\]^。④微流体芯片（micro-fluidic chip）分离技术：微流体芯片分离技术可以用来处理更大容量的血液标本，可以检测出血液中极微量癌细胞的微流体硅芯片，其表面有数万个包被抗体的微位点，当血液样本流过芯片时，该抗体可与肿瘤细胞结合，因而被粘附在芯片上。目前已经成功开发出第二代机器，为HB-Chip（herringbone-chip）^\[[@b35]\]^，为CTCs更精细的分析奠定了基础。

### 1.3.2. CTCs检测技术 {#s1-3-2}

CTCs的检测也是通过对CTCs特异表达的肿瘤或上皮蛋白或mRNA来进行的。主要方法包括配体靶向PCR法（ligand-targeted PCR method, LT-PCR）、免疫荧光法（immunofluorescence, IF）、流式细胞术（flow cytometry, FCM）、逆转录-聚合酶链反应（reverse-transcriptase PCR, RT-PCR）和酶联免疫斑点法（enzyme-linked epithelial immunospot assay, ELISPOT）。①LT-PCR：该方法是目前最新的CTC检测技术，而且为国内原创。其原理是肺癌等CTC表面会过量表达某些特异性受体，如叶酸受体（folate receptor, FR）^\[[@b26]\]^，靶向PCR利用的配体类似物交联核苷酸片段作为检测探针，通过细胞表面特异性受体与其配体类似物的结合来实现探针与CTC细胞的结合，从而将CTC数目转化为探针的数目，并且通过对探针的PCR定量检测来计算CTC的数目。传统的细胞免疫荧光分析往往对纯度要求很高，负向富集纯度往往满足不了。由于具有受体配体结合（1个CTC表面存在上万个特异性受体）及PCR的两次信号放大，从而可使1个CTC信号放大约10^12^倍。因此，配体介导的靶向PCR法，具有超高的灵敏度的特点，从而使早期肺癌中探测CTC成为了可能。目前，已有多篇文献^\[[@b36],\ [@b37]\]^报道了该种方法在肺癌的辅助诊断中的作用。其主要通过FR识别肺癌CTCs。已有发表的组织活检数据^\[[@b38]-[@b41]\]^显示约83%的肺癌细胞表面过量表达FR。人FR有三种亚型：FR-α、FR-β和FR-γ。FR-α的表达具有很强的组织和肿瘤特异性，除在少数正常组织（肾、胎盘、脉络丛）有表达之外，在其他正常组织中表达水平非常低。是一种理想的CTCs筛选靶标，保证了特异性。②IF：IF是指以荧光标记的特异性抗体在CTC原位通过抗原抗体反应，可以看见荧光所在的细胞或组织，从而确定抗原或抗体的性质、定位，以及利用定量技术测定含量。该技术的优势在于CTC的鉴定与可视化上，通常而言，认为循环中有核细胞的CK阳性而CD45阴性可鉴定为CTC^\[[@b42]\]^，可伴有或者不伴有其他特殊类型的细胞表面受体阳性（如前列腺癌中的雄激素受体）^\[[@b43]\]^。但是，对于部分但形态学判断为CTC但CK阴性/CD45阴性，或者CK阳性/CD45阴性但形态学上小于白细胞的CTC则需要有经验的医生来判读。另一方面，由于采用荧光显色，1个CTC在显微镜下通常只有一个荧光显像，所以缺乏信号放大的过程，总体而言该方法的特异性较高但敏感性较低。目前国际上最常用的CellSearch CTC检测系统便是使用免疫荧光法，但是目前只被批准适用于转移性的乳腺癌、结直肠癌和前列腺癌的CTCs的检测^\[[@b44]-[@b46]\]^。Tanaka等^\[[@b47]\]^有研究证实，其在肺癌领域的敏感性较低，通过CellSearch系统检测101例原发性肺癌患者的CTCs，发现在7.5 mL外周血中，只有32%的Ⅳ期肺癌患者外周血能见到CTCs，IIIa期患者的检出率为0^\[[@b48]\]^。这主要是因为CellSearch系统主要通过上皮表型EpCAM来识别CTCs。而肺癌CTC在迁移入血的过程中通常会发生EMT，从而丢失了上皮细胞特征^\[[@b49]\]^。因此，以上皮表型EpCAM来检测肺癌CTCs的方法，可能会产生假阴性的结果。③FCM：FCM是一种在功能水平上对单细胞或其他生物粒子进行定量分析和分选的检测手段。他可以高速分析上万个细胞，同时从一个细胞中测得多个参数。他利用荧光抗体结合肿瘤细胞使肿瘤细胞染色，然后用流式细胞仪进行分析，还可以对同一个细胞有关物理、化学方面的特性做多参数分析。与传统的荧光镜检查相比，具有速度快、精度高、准确性好等优点。④RT-PCR：RT-PCR的指数扩增是一种很灵敏的技术，是PCR的一种广泛应用的变形，标记组织或肿瘤中某种物质的mRNA作为检测指标，可以检测很低拷贝数的RNA。通过RT-PCR法扩增肿瘤细胞特异性或组织特异性基因，能高度灵敏地从10^6^-10^7^个正常细胞中检测出1个肿瘤细胞，较免疫荧光至少灵敏100倍，是目前检测肿瘤隐匿微转移最有效的方法^\[[@b50]\]^。此方法的局限性在于合适的目的基因选择困难，样本污染容易出现假阳性结果，检测时需要裂解细胞限制了CTCs的进一步使用。⑤ELISPOT：ELISPOT利用活细胞能产生或分泌特异性蛋白的特性，与包埋在培养皿底部的荧光抗体结合，通过检测荧光而间接检测CTCs，这种方法首先应用免疫磁珠分选去除CD45阳性细胞，富集CXCR4（肿瘤转移相关蛋白）阳性的细胞，从而进一步检测分泌特异性蛋白的CTCs。但这种方法只能识别活细胞，因为死亡的细胞不能够分泌足够的蛋白用于检测^\[[@b51]\]^。

1.4. CTCs的临床应用 {#s1-4}
-------------------

### 1.4.1. 辅助诊断 {#s1-4-1}

目前对肺癌的诊断和分期主要基于影像学或病理学检查的结果，对于精确反映肿瘤细胞血循环微转移对患者治疗及预后的影响有一定难度，而CTCs检测则可以弥补这一缺陷。肿瘤转移的重要途径是血液系统，判断临床分期的标准之一是是否发生远处转移。研究结果表明，CTCs与肿瘤分期密切相关，对肺癌诊断具有潜在的应用价值^\[[@b47],\ [@b59],\ [@b60]\]^。Sher等^\[[@b14]\]^研究发现晚期肺癌患者外周血CTCs阳性率明显高于早期患者，提示结合患者外周血情况，能更准确反映患者的疾病分期和病情发展倾向。如上所述的FR靶向PCR CTC检测技术，通过受试者工作特征曲线（receiver operating characteristic curve，ROC曲线）分析发现，当确定以8.64 CTC Units/3 mL作为cutoff值时，其诊断肺癌的敏感度为80%，特异性为88%。特别值得一提的是，该方法对Ⅰ期NSCLC患者的诊断灵敏度达到67.2%。Ⅱ期、Ⅲ期、Ⅳ期NSCLC患者阳性检出率分别为69.4%、80.9%、100%。与一般肿瘤标志物（NSE、CEA、CYFRA211等）相比，基于FR靶向PCR的CTC检测方法具有更大的曲线下面积（0.823）和约登指数（0.573），且更易去辨别患者是NSCLC还是健康志愿者/肺部良性疾病患者。总体而言，该方法对于肺癌辅助诊断的敏感度（特别是早期肺癌患者的诊断）显著优于目前常用的一般肿瘤标志物^\[[@b37]\]^。

另外，CTCs可在患者出现明显转移前提供预后信息，提高风险评估，并为需要治疗的患者作出指示，所以CTCs检测有可能应用于国际分期系统，作为肿瘤分期的有益补充^\[[@b61]\]^。

### 1.4.2. 复发监测 {#s1-4-2}

由于CTC可以评估肿瘤的发生发展状态，而且手术切除原发灶后，血液中CTC数量应该为阴性。因此，理论上而言，在术后监测过程中，CTC数量阳性，可能提示肿瘤存在复发的可能性。

目前仅有少数研究在这方面进行了探索，Sawabata等^\[[@b62]\]^对9例接受肺叶切除术的非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）患者进行了术前术后的CTC检测。结果发现1例患者术前在外周血中检出CTC，而有3例患者在手术后即刻检测中在外周血中发现了CTC，所有患者在术后10 d以后均无法检出CTC。对于CTC在复发监测中的作用，仍需更多研究来探索。

### 1.4.3. 疗效评估 {#s1-4-3}

目前的研究显示，CTCs数目和肿瘤的进展、接受药物治疗后的疗效密切相关^\[[@b63],\ [@b64]\]^。Punnoose等^\[[@b65]\]^用细胞搜索系统检测了41例患者外周血的CTCs数量，这些患者参加了厄罗替尼及pertuzumab治疗NSCLC的单臂二期临床试验，研究者对其疗效进行氟代脱氧葡萄糖-正电子发射型计算机断层显像（fluorodeoxyglucose-positron emission computed tomography, FDG-PET）和计算机断层扫描（computed tomography, CT）评价，78%的患者在基线水平上可检测到大于1个CTCs，在评估疗效上CTCs数量的减少与FDG-PET影像学检查和按照实体瘤的疗效评价标准结果一致并与较长的疾病进展期（progression-free survival, PFS）相关，CTCs的减少是治疗有效的早期指标。另有一项研究评估了CTC数量波动对化疗疗效的评估作用。研究共检测了25例转移性肺癌患者接受化疗前和化疗2个周期后的CTC数量。结果发现，CTC数量的前后变化与影像学表现一致，CTC下降、无变化、上升患者的无进展生存期分别为2.05个月、3.25个月和8.35个月（*P* \< 0.05），提示CTC比一般肿瘤标志物更能反映肿瘤接受化疗后的变化^\[[@b56]\]^。

### 1.4.4. 评估肺癌分子表达 {#s1-4-4}

如基因表达分析和全基因组分析等现代基因工程技术正在越来越多地用于提供CTCs分子结构上的信息，已检测到CTC的基因异常与原发灶癌细胞基本一致，包括基因扩增和（或）几种癌基因的等位基因缺失^\[[@b66]\]^、不正常的端粒酶活性^\[[@b67]\]^和非整倍体的变化^\[[@b68]\]^。CTCs上亦可检测到恶性肿瘤的分子足迹^\[[@b69]\]^。如CTCs上各类上皮蛋白质可能为转移提供特异性标记^\[[@b70]\]^如细胞骨架相关细胞因子、信号激酶、生长因子受体或表面粘附分子等的变化。

另外，NSCLC特别是肺腺癌在接受治疗前必需先同时评估*EGFR*与*ALK*基因状态，以此指导后续靶向治疗。虽然，大部分方法检出CTC的敏感度较低，但是一旦富集出CTC，其检测肺癌*EGFR*突变与肿瘤组织对比具有较高的一致性。Maheswaran等^\[[@b15]\]^从20个外周血中检测出CTC的NSCLC患者中，组织与外周血CTC对*EGFR*突变检测的一致率达到了95%，同时亦可以通过检测T790M突变监测患者的耐药。另一项发表在*J Clin Oncol*的研究^\[[@b71]\]^则评估了在CTC中用FISH方法检测*ALK*融合基因的可行性。研究共检测了32例晚期NSCLC患者CTC中*ALK*融合基因表达，其中18例组织学检测为阳性患者中，CTC均为ALK阳性（ALK阳性细胞数大于4个），14例组织学ALK阴性的患者，CTC中ALK阳性细胞表达仅为小于等于1个; 并且，CTC中ALK阳性细胞数可用于评估克唑替尼治疗的疗效。

如上所述，CTC用于肺癌分子基因诊断的不足之处在于CTC本身的检出率低，但就目前的研究结果来看，一旦外周血中富集出足够量的CTC，其基因检测与组织学对比的一致率较高。因此，需要富集效率更高的方法，能够最大程度上完整保留外周血中的CTC，成为此方面研究探索的重要方向。

2. ctDNA {#s2}
========

血浆游离DNA（cell-free DNA, cfDNA）是外周血中游离存在、不包含在完整细胞结构内的DNA。循环系统中存在cfDNA早已得到证实。目前，cfDNA可能来源于以下三种情况：①来自于细胞的凋亡进程中片段化的DNA; ②来自于坏死的细胞的DNA碎片; ③来自于细胞分泌的exosome。其中，cfDNA主要来源于细胞凋亡。

循环肿瘤DNA（ciuculating tumor DNA, ctDNA）是指肿瘤细胞体细胞DNA经脱落或者当细胞凋亡后释放进入循环系统。ctDNA是人体血液循环系统中不断流动的携带一定特征（包括突变、缺少、插入、重排、拷贝数异常、甲基化等）来自肿瘤基因组的DNA片段。ctDNA就是来源于肿瘤细胞的cfDNA^\[[@b72]\]^，属于cfDNA的一种类型。ctDNA不同于遗传突变的是其来自肿瘤细胞的体细胞突变，而cfDNA存在于体内的每个细胞^\[[@b73]\]^。ctDNA来源：①来自于坏死的肿瘤细胞; ②来自于凋亡的肿瘤细胞; ③CTC; ④来自于肿瘤细胞分泌的外排体^\[[@b74]\]^。

2.1. ctDNA分析技术 {#s2-1}
------------------

由于肿瘤特异性的ctDNA并不存在于正常细胞中，他们为癌症检测提供了一种十分敏感和特异的方法。血浆收集技术层面也许会影响ctDNA水平。由于脱氧核糖核酸酶活性，ctDNA在血液中稳定性有限，因此抽血后，包括cfDNA的准备步骤在内不能超出数小时。通常而言，外周血中每毫升血浆中含有17 ng的DNA^\[[@b74]\]^，但其中ctDNA含量低，约占整个循环DNA的1%，甚至只有0.01%^\[[@b75],\ [@b76]\]^。检测ctDNA的第一步是抽提外周血中的游离DNA，目前较为通行的抽提方法大约需要1毫升血清或者血浆（3 mL全血，乙二胺四乙酸抗凝），抽血后4 h-5 h内即需要完成抽提步骤。在肺癌领域，ctDNA中检测单个基因突变（如*EGFR*突变）的检测方法较多，如液相色谱法、突变扩增阻滞系统（amplification refractory mutation system, ARMS）法、数字PCR、二代测序法等。总体而言，BEAMing数字PCR法的敏感性最高，可达0.01%，其他方法的敏感性约为1%^\[[@b77]\]^。中国学者在这方面也报道了较多的关键研究。2009年王洁教授有研究^\[[@b78]\]^报道了其用液相色谱法在230例NSCLC患者的外周血中检测*EGFR*突变的研究。结果显示，患者血浆与组织中*EGFR*突变的一致率87%，其中组织*EGFR*突变的77例患者中，63例血浆中检出*EGFR*突变; 组织*EGFR*野生型的153例患者中，137例血浆中检出*EGFR*野生型，血浆与组织的相关系数为0.74。在2015年欧洲肺癌年会公布的IGNITE研究^\[[@b79]\]^中，研究者比较了2, 581例NSCLC患者配对的组织学或者细胞学标本与ctDNA标本的*EGFR*突变吻合度。结果显示，在真实世界中，血液检测较组织学/细胞学检测具有较高的特异性，在亚太地区患者中达到97.2%，说明血液检测的假阳性率低，血液检测*EGFR*基因突变的敏感性为49.6%，血浆与组织的一致率为58%。就上述两篇研究可以看出，ctDNA检测*EGFR*突变的特异性较高，而敏感性较低，因此对于血浆*EGFR*突变阴性结果的解读必需慎重。

就目前而言，对肺癌患者的ctDNA进行多基因甚至是全基因组分析，大部分使用的是二代测序技术。而二代测序技术中，常规的全基因组分析方法由于cfDNA中肿瘤基因组的含量较少，非常容易被大量生殖系基因组学变异（如基因融合与基因拷贝数增加）所埋没。另一方面，如需检测ctDNA中的ALK融合或者ROS1融合，由于包含融合点的DNA序列更为稀少，因此，对二代测序法的测序深度提出了极高的要求^\[[@b76],\ [@b80],\ [@b81]\]^。这一困难，目前正在被新的二代测序技术所逐渐解决。2014年*Nature Medicine*杂志中，Newman等^\[[@b82]\]^使用一种称之为深度测序肿瘤个体化建档法（cancer personalized profiling by deep sequencing, CAPP-Seq）的超敏感二代测序法检测非小细胞患者的ctDNA中特定的肿瘤基因变异。该方法的主要原理为采用RNA探针捕获技术结合二代测序平台检测基因组变异，由于只需扩增探针捕获的目标DNA序列，且在捕获片段的两端加上接头使每一条DNA片段的3'端和5'端完全相同，因此在测序深度能大大提高的同时保证了扩增的特异性。因此，可有效检测ctDNA中的包括ALK与ROS1融合在内的各种基因突变。

2.2. ctDNA的临床应用 {#s2-2}
--------------------

在1989年，Stroun等^\[[@b83]\]^首先对肿瘤患者体内的游离循环DNA的序列进行了检测，在肿瘤患者体内的游离循环DNA上相继检测到*K-ras*、*N-ras*、*P53*、*APC*等基因的突变。近年来有较多研究对ctDNA的临床应用进行了探索。但是在循环肿瘤标志物中，ctDNA与CTC因其来源不同，评价标准不同，生物学特征不同，两者可能侧重于不同方面的临床应用（[表 2](#Table2){ref-type="table"}）^\[[@b84]-[@b86]\]^。

###### 

CTC和ctDNA临床应用

Clinical application of CTC and ctDNA

  Events                 Lung cancer screening   Early stage of lung cancer   Advanced lung cancer   Resistance            
  ---------------------- ----------------------- ---------------------------- ---------------------- --------------------- -------------------------------------------
  Therapeutic strategy   Adjutant diagnosis      Recurrence monitoring        Treatment options      Efficacy assessment   Mechanism of resistance, new drugs' R & D
  CTC                    √√√                     √√√                          √√                     √√√                   √
  ctDNA                  √√                      √                            √√√                    √                     √√√

### 2.2.1. 肺癌驱动基因检测 {#s2-2-1}

由于ctDNA检测基因变异相对快速、便捷，可应用高通量的测序方法，并且部分肿瘤外周血中ctDNA的表达水平高于CTC。因此，对于基因检测方面，虽然两者可互为补充，但可能ctDNA更具一定优势^\[[@b87],\ [@b88]\]^。对于*EGFR*突变检测，如上所述的研究已经证实了ctDNA检测*EGFR*突变的可靠性。因此，美国和中国均已有官方批准的血浆检测*EGFR*突变的商业试剂盒。对于*ALK*融合基因检测，目前尚无明确的标准检测方法，有文献报道使用滤膜法联合FISH探针可检测到外周血CTC中的融合基因。针对ctDNA，CAPP-Seq则是较为可行的检测方法之一，但其问题在于DNA层面，融合基因的融合位点往往都在内含子部分，且大部分为随机断裂，因此捕获探针的设计便显得尤为重要。一般而言，由于特异性较高，且有大量文献证实，ctDNA中检出*EGFR*敏感突变可用于指导临床治疗的参考，而检测*ALK*融合基因或者其他驱动基因表达则需要进一步的临床数据来证实。

### 2.2.2. 肺癌辅助诊断 {#s2-2-2}

由于ctDNA来源于肿瘤细胞的坏死和凋亡，因此，理论上来说，早期肿瘤外周血中即可能存在ctDNA，但是可能极为微量。二代测序方法与微滴式数字PCR（droplet digital PCR, ddPCR）的敏感度均较ARMS法敏感度高，且可以同时分析多个变异的基因。因此，通过检测ctDNA来辅助诊断肺癌方面，二代测序法具有比较明显的优势。有研究通过CAPP-Seq方法检测13例肺癌患者和5名健康人外周血中的游离DNA，通过检测其中突变或者融合基因来辅助诊断肺癌。研究结果发现总体而言，Ⅱ期-Ⅳ期肺癌与Ⅰ期肺癌的敏感性分别为100%与50%，特异性为96%，对于所有肺癌患者诊断的AUC值为0.89。而且ctDNA的表达量与肿瘤大小相关，相关系数为0.89（*P*=0.000, 2）。由此，研究者认为基于高通量的二代测序技术检测ctDNA中的肿瘤基因变异可用于诊断NSCLC。但是，毕竟ctDNA与CTC不同，循环中游离DNA的来源各异，无法判别来源，且不同时间点游离DNA的表达量亦不相同。另一方面，肺癌的异质性较大，突变谱也较广泛^\[[@b89]\]^，通过ctDNA诊断肺癌的标准尚未统一，是否循环中检测到某种基因变异或者某几类基因变异的组合即可诊断肺癌，目前尚无定论。而对肺癌患者的肿瘤组织和相应的血浆血清中的游离循环DNA进行一些基因启动子区的甲基化检测，发现大多数的肺癌患者都存在一些基因启动子区高甲基化的现象^\[[@b90]\]^。这个方法因此也可以被用来肺癌患者的早期诊断和存活率的检测中。在肺癌患者体内的游离循环DNA中存在杂合性丢失（loss of heterozygosity, LOH）和基因启动子区的甲基化^\[[@b91]\]^，这一发现说明游离循环DNA也许可以用于判断个体是否存在发生肺癌的风险。

### 2.2.3. 靶向药物耐药监测 {#s2-2-3}

众所周知，存在驱动基因突变的NSCLC患者需接受相应的靶向治疗。但是，目前的靶向治疗药物，无论是EGFR还是ALK抑制剂均会在10个月左右出现耐药^\[[@b7],\ [@b92]\]^，与此同时对于这部分患者耐药的准确判定，实体瘤疗效评价标准（Response Evaluation Criteria in Solid Tumors, RECIST）可能并不完全适用^\[[@b93]\]^。另一方面，酪氨酸结构域的二次突变是导致酪氨酸激酶抑制剂耐药的重要原因之一^\[[@b7]\]^。因此，通过ctDNA检测获得性耐药基因的表达，成为了目前研究的重点方向之一。

2013年，Murtaza等^\[[@b94]\]^在*Nature*杂志上发表了其利用血浆DNA检测观察肿瘤治疗后获得性耐药的研究。其动态观察了6例肿瘤患者（2例乳腺癌、2例卵巢癌、2例肺癌）接受相应治疗后的1年-2年时间中，外周血DNA肿瘤突变数量的变化。结果发现，外周血中突变负荷的增加与治疗的耐药密切相关。其中一例接受吉非替尼治疗的患者在耐药时外周血中检出了T790M突变。在接受EGFR-TKIs治疗的*EGFR*突变患者中，ctDNA中检测T790M突变的技术方法较为普遍。而且，2015年美国临床肿瘤学会（American Society of Clinical Oncology, ASCO）年会中口头报告了ctDNA中T790M突变与三代EGFR-TKIs Rociletinib治疗之间的关系，存在T790M突变患者的有效率为53%，疾病控制率为82%，两者具有明确的相关性^\[[@b95]\]^。2015年发表在*Nature Medicine*中关于三代EGFR-TKIs耐药机制的研究报道，更是提示ctDNA检测在这一方面的前景。该研究通过随访15例T790M突变的患者接受AZD9291治疗，动态监测ctDNA，发现并证实了AZD9291获得性耐药的突变位点C797S^\[[@b96]\]^。并且通过动态观察，发现AZD9291存在三种耐药模式，一种是耐药后T790M突变与C797S突变同时存在，一种是耐药后仅出现T790M的再次升高，第三种是耐药后即不伴有T790M也无C797S的出现。

3. 小分子RNA（mircoRNA, miRNA）和长链非编码RNA（Long Non-coding RNA） {#s3}
=====================================================================

在生物基因组中广泛存在一类非编码蛋白的RNA基因，其转录物在某种机制下被加工成长度大约20个-24个核苷酸的小RNA，他们因此被命名为miRNA。这类RNA表达谱可以作为某些组织或细胞的特异性分子标志，具有调节其他基因表达的活性，在生物发育过程中发挥着重要的作用。

至今为止，真正确认功能的miRNA还是微乎其微，虽然现在已经找到了1, 000个以上miRNA，并提出他们在细胞增殖、分化、代谢与死亡中发挥着重要的调节作用。Lin-4、Let-7的靶基因是ras信号通路的蛋白^\[[@b97]-[@b99]\]^;Lin-41、hbl-1、Lin-14和Lin-28调控时序发育^\[[@b100]\]^等。

长链非编码RNA（long non-coding RNA, lncRNA）是一类本身不编码蛋白、转录本长度超过200 nt的长链非编码RNA分子，他可在多层面上（表观遗传调控、转录调控以及转录后调控等）调控基因的表达。lncRNA最初被认为是RNA聚合酶Ⅱ转录的副产物，是一种"噪音"，不具有生物学功能。然而，近年来的研究表明，lncRNA参与了X染色体沉默、染色体修饰和基因组修饰、转录激活、转录干扰、核内运输等过程，越来越多的人正在研究其调控作用^\[[@b101]\]^。

4. 小结 {#s4}
=======

通常来说，保证特异性前提下的高敏感度、便于临床应用、可重复性好是CTC与ctDNA检测技术的三个重要评判标准。较高敏感度可保证在数以亿计的背景细胞或者基因组中有效检出CTC或者ctDNA; 便于临床应用是考虑该技术应用于临床的便利性（如检测时间、价格、所需样本大小等）; 可重复性则保证了临床应用的可靠性。因此，从科研探索走向真正的临床应用前，"液态活检"^\[[@b102]\]^的各项检测技术需要通过大规模的临床数据进行验证。否则，只能限制用于科研探索。

CTC和ctDNA仍有不少问题值得我们去探索。关于CTC，外周血中的CTC大部分为具有转移倾向的，对其分子生物学特征的理解有助于我们探索肿瘤发生发展的机制; CTC的富集技术已经日趋成熟，通过高效的富集方法，能否通过病理学手段对循环中的肿瘤细胞进行病理学判定，有助于我们对患者进行真正的无创"液态活检"。关于ctDNA，ctDNA中检测出的基因变异（*EGFR*或者*ALK*）是否可以直接指导临床治疗，我们需要进一步的数据来证实; *EGFR*突变患者使用靶向治疗耐药的过程中，RECIST标准往往评价不够完整，如何通过血液监测耐药突变（T790M）的丰度来指导我们的耐药，也非常值得临床探索。

在将来，随着我们检测方法的不断进步，期待液态活检技术能够真正应用到临床，指导肺癌精准治疗，成为延长患者生存期的必备手段！
